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Podemigualmentecondensarcom formaldeído u mesmoautocondensar,sema presençade qualqueragente
reticulantexterno.Dessemodo,sãopotenciaisintervenientesna sintesede adesivossemrecursoao usode
aldeídos.Os taninoscondensadossãobastantecomunseapresentamteoresrazoáveisemváriostecidosvegetais
de umavariedadeconsiderávelde espécies.Estescompostosão polímerosou oligómeroscomplexos,de
unidadesf1avanóides,nomeadamenteflavan-3-óise f1avan-3,4-dióis,quepodemser isoladosemquantidades
significativasdacascade algumasespéciesde árvore,entreasquais,asdo géneroPinus.Pinuspinas/er(ou
PinheiroMarítimoouBravo)é a principalespécieflorestalemPortugal,e a suacascaé especialmentericaem
taninoscondensados(procianidinase,comteoresinferiores,prodelfmidinas).Portanto,acascadePinuspinaster
pode-seconstituircomoumafonteviáveldecompostospolifenólicosnaturais,epodeserutilizadacomsucesso
na substituiçãototalou parcialde fenolou resorcinolemresinassintéticasconvencionaisparaa indústriade









tipos de so!ventes.Para tal, optou-sepor usarTLC como técnicade separaçãodos
componentes.que poderãoser postenonnenteidentificadosatravésde técnicasmais
sofisticadas(FTIR, RMN). No entanto,é possívelreaplicaraquelatécnicaàs fracções
separadas,demodoaaumentara resoluçãodaanálise.Emconjuntocomastécnicasreferidas,
foram aplicadosensaiosde quantificaçãode compostosfenólicos(Método de Fo/in-
Cioca/teu,designadoapartirdeagoraporF.-C.,parafenóistotais- F.T.'s;eváriasvariantes
do métododa vanilinaparaproantocianidinas- P.A.'s). Pretende-seadaptarestesúltimos
métodos,já quea aplicaçãodeumpadrãoúnicoserevelainadequadaparaanalisarextractos
distintos,devidoessencialmenteaos diferentespadrõesde hidroxilaçãoe do grau de
polimerizaçãodeextractosdediferentesorigensl.Finalmente.usou-seanáliseelementarde














Concentração Proporção Temperatura Tempode
emNa2S03 casca:licor (0C) extracção% w h
2 O 1:5 100 0.5 I
1 1 1:5 100 2 "
1 1(*) 1:5 100 0,5+2 (*) 111
O 2 1:5 100 2 IV
O O 1:5 100 0,5 eH20




Extracto de Casca de Acácia Negra ou Mimosa (Acacia meamsiJ), composto por
taninos condensadosdo tipo resorcinólico de baixo peso molecular - Extracto
comercialmentemais importantepara aplicações no campo dos adesivos2.
Extracto de Madeira de Quebracho (Schinopsis ba/ansae). composto por taninos
condensados do tipo resorcin6licode médiopeso molecular - Segundo extracto
comercialmentemais importantepara aplicações no campo dos adesivos2.
Extracto de Casca de Gambir (Uncaria flB.mbir). composto por taninos condensados do
tipo procianidinade baixo peso moleculal
3.1 - Cromatoqrafiade Camada Fina (Thin-Laver Chromatoqraohv- TLC) - A
separaçãodos componentesfenólicos de cadaextractofoi realizadapor TLC. Este tipo de
análisede fenólicos é preferencialmenterealizadaem suportesde celulose~-5bidimensional,
usando essencialmenteos sistemas de solventes5:n-Bm:mol-:\cido Acetico-Agua com













Reveladores II TipodeCompostosDetecláveis II Comentários








Optou-se por usar BAW 4-1-5 v/v/v (fase superior) como primeiro eluente,e soluções
aquosasAcOH de concentrações:6, 30 ou 50 %, dependendoda mobilidadeaparentedas
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es~turalsfenolicasdeTaninosCondensados,do tipoflavonOlde(os dOISpnmerros)e de

































3.2 - Análises Químicas - Foramos seguintesos ensaioscolorimétricosusadosneste
trabalhoparaavaliaçãodosteoresdefenólicos:fenólicostotais- F.T. (Folin-Ciocalteu)em-
difenóis,principalmenteP.A.'s (Vanilinaemmeioácido- H2S04 ou HCI). A cinéticae
naturezadas reacçõesde oxidação-reduçãoque originamos complexoscoloridoscuja
intensidadede cor permiteestimaro teorde fenólicosdos extractosdependemdevários
factoresimportantes(quesãoconsideravelmentemaiscríticosparao ensaiodavanilina)l,
nomeadamenteos padrõesdehidroxilaçãodosfenólicosexistentesnaamostra,(quevariam
consideravelmentecoma origemdosextractos)e o graude polimerizaçãodospolímeros
flavonóides.De facto,no quediz respeitoaospadrõesde hidroxilação,verifica-se que
diferentestiposde fenólicosapresentamcoeficientesdeextinção(e)molaresdistintos,tanto
paraa reacçãodeF.-C., comoprincipalmenteparaa Vanilina1.No casodométododeFolin-
Ciocalteu,asdiferençasnãosãomuitosignificativas.Infelizmente,o métododavanilinaé
bastantemaissensívelàs condiçõesde operação.No entanto,paratodosos ensaiosdas
variantesdestemétodofoi usada(+)-catequinacomo padrão,que apresentadiferenças
consideráveisdeafinidadecomavanilinaemrelaçãoaoutroscompostospolifenólicos.
A reacçãodavanilinavariaconsideravelmentecomascondiçõesdeoperação(Temperatura,
concentraçõesdos reagentes,etc) e apresentadiferençassignificativas,em termosde
sensibilidade,paradiferentescatalisadores,meiosdedissoluçãoegrausdepolimerizaçãodas
amostras.Os trabalhosdeBUller et at-ll comtaninosdeextractosdeacetona,degrãode
sorgo (sorghumgrain) permitiramestabelecerque nestecaso,os polímerosde P.A.'s
apresentavame'ssuperioresàcatequinanoensaiovanilina-HCIemmetanol,o queconduzia














As calibraçõesparatodosos métodosforamrealizadascom 5 soluçõesde padrão(ácido
gálico- F.C. e (+)-catequina- vanilina;depoisdedescontadaa massadehidratação- 1.5%)
deconcentraçãoconhecida.Dessemodoforamobtidasascurvasdecalibraçãoparatodosos
ensaiopor regressãolineardosresultadoscompassagempelaorigem,e os declivesadas
rectasobtidasencontram-ser sumidosnaTabela3.3.

















• As amostras,no geral,nãosãosolúveisemácidoacético(AcOH) glaciale portantosãoinicialmentesolubilizadascmAguaou Metanolc
postcriormentcdiluldasemAcOH glacial numaproporção1:99.
Verifica-sea baixasensibilidadedométodoVanilinaIHCI-metanolcomvaloresdea muito
reduzidos.No entanto,a dificuldadeem obterrelaçõeslinearesparaestemétodocoma
catequinajá foi reportadana literaturall.Por outrolado,constata-sequea dissoluçãodas
amostrasemmetanolaumenta sensibilidadedométododavanilina.Todosos ajustesão
aceitáveise as constantesa, proporcionaisaoscoeficientesdeextinçãoespecíficosdecada
meio,foramutilizadasparaos cálculosdosteoresemequivalentesde ácidogálicoou de
catequina.
4. Análise e Comentário dos Resultados
4.1 - TLC - Nestasecçãoapresentamosumresumodascaracterísticastípicasverificadas
paraosdesenvolvimentosTLC decadaumdosextractosanalisados.











Na Tabela4.1estãoresumidasasprincipaiscaracterísticasdo TLC doextractoG. Peloseu
posicionamentoé possívelquea mancha~ correspondacatequina.Estecromatogramaé
muitosemelhanteaoscorrespondentesaosextractosde A, eH20.As manchas~ e Q) são
nitidamenteconstituídasporcompostosfenólicosdotipoflavonóide,apesardenãoparecerem
muitopolimerizadas,dadoo seudeslocamento.
Na Tabela4.2estãoresumidasasprincipaiscaracterísticasdoTLC doextractoA. O reagente
azulprússiasó detectaa manchaa> quedeveestarconsideravelmentemaisconcentrada.É
nítidoqueo nívelmínimodedetecçãoparaestereagenteé maiordoqueparaos restantes.
AlgumasmanchasãodetectadascomVan.IHCI,masnãocomFeC13/K3Fe(CN)6,sendoeste
o maisgeral,o queindicialimitaçõesemtermosde concentrações.Aparentementeé um
extractorelativamentehomogéneoemtermosdefenólicos,comumbaixopesomolecular.É
possívelquea mancha~ corresponda catequina.No geral,é um cromatogramamuito
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semelhanteaoobtidoparao extractoG. O extractoA é o maisricoemfenólicos,seguidode
Q. Estessãoos extractosquenecessitamdaaplicaçãodemenoresquantidadesdeamostra
paradetecçãodemanchas.











Na Tabela4.3 estãoresumidasas principaiscaracterísticasdo TLC do extractoQ. O
posicionamentodasmanchaséalgodiferenteaosobtidosparaosextractosG e A. É claraa
existênciadeumamancha(3)maisdeslocadaparabaixoeumamancha@) comRf muitobaixo
emrelaçãoaBA W, o quepodeindiciaroligómerosdetaninoscondensadosdePM superior12.
As manchas<D e (() ocupamposiçõessemelhantesaos dos cromatogramasnteriores,
podendoasegundacorresponderacatequina.














Na Tabela4.4estãoresumidasasprincipaiscaracterísticasdoTLC doextractoeH20. A cor
naorigemé maisintensadoquenoscasosanteriorese apareceumarrastoimóvelemBAW,
positivoquerà Van.IHCl, comoaoreagenteazul-prússia,quepodecorrespondera taninos
condensados12•A mancha(()coincidecomaposiçãodacatequina.
Tabela4.4- ResultadosdosdiversosensaiosdeTLC arao extractoeH20.
Rr Cores
BAW AcOH 6 % Van./HCl
Q) T 0.61 0.40 rosa
~ I 0.35 0.46 rosa




catequina.As manchas@) e ~ sãomenosmóveisemBAW, o quepodesignificarmaiores
pesosmoleculares.No entanto,asmoléculascomPM aindamaiselevadodevemsituar-seno
arrasto.
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No caso do extracto I, não são detectadasmanchaspositivas com Van.IHCI, o que é
confirmadopelo seubaixo teorem P.A. 's. Algumasmanchasássumemuma coloraçãoazul e
as outras apresentamcor acastanhada,que no caso do arrastoaté pode correspondera
nenhuma alteração na cor, já que esta já era visível durante o desenvolvimentodo
cromatograma.
4.2 - Análises Químicas - Na Tabela 4.6 estão resumidosos teores de fenólicos de
extractosde diversasorigens,ou seja compostospor taninoscondensadoscaracterizadospor
unidadesestruturaisdistintase extractosde Pinheiro obtidos com condiçõesde extracção
muitodiferentes(come semsulfonação;emcondiçõesalcalinasseveras).
Tabela4.6- Teoresdefenólicoscalculadospelosdiversosmétodoscolorimétricos.
H2S04 HCI-MET HCI-MET HCI- HCI-
Ext. F.-C. Áaua Água Metanol AcOH A AcOH M
I 28,7 2,7 5.7
11 29,6 3,6 4.8
111 27.2 3.2 5
IV 32,7 10,7 11.1 9.1 12.1 5,9 0,92 1,54
A 55,5 20,7 12,1 14,4 16,8 13,9 0,72 1.04
Q 55.3 17,2 14 20,9 18,2 12,4 0,77 1,69
G 17,6 3,9 4,3 3,7 3,9 3,3 1,10 1,12
eH20 28,1 8,6 13 10,1 9,4 4,9 1,38 2,06
*R1=HCI-MET_A/HCI-AcOH_A; R2=HCI-MET_M/HCI-AcOH_M
Os ensaios correspondentesaos extractos I, II e III em soluções de metanol não têm
significado,já que estesextractossão pouco solúveisnestesolvente,o que só por si pode
justificar as descidasabruptasnos teoresem relaçãoaos ensaiosefectuadoscom amostras
dissolvidasemágua.
Em geral, os teores obtidos através dos ensaios HeI em ácido acético com soluções
dissolvidas em água são inferiores aos correspondentesem metanol,com a excepçãodos
extractosresorcinólicosA e Q. No casodosensaiosem soluçõesmetanólicas,verifica-seque
os realizados em AcOH conduzema resultadosinferiores aos dos ensaios realizadosem
MeOH. No entanto,os valoresdasrazõesentreessesdois valoressãorelativamentebaixos,o
queindiciaria quetodosos extractosseriammuitopoucopolimerizados.Tal é duvidoso,pelo
que, não podemosconcluir nada acercada naturezada reacçãode HCI-AcOH ser apenas
dirigida a gruposterminais,pelo menosobservandotodosos extractosno geral.No entanto,
os valoresdasrazõespoderãoindiciarumatendênciaemrelaçãoà ordemdegrandezado grau
de polimerizaçãode cadaextracto,se for possívelcomparara reacçãodostaninospurificados
com a do padrãocatequina.O ideal seria utilizar para cadaextracto,o seu próprio tanino
comopadrãonosmétodoscolorimétricos.
Observa-séqueos extractosaparentementemaisricos em F.I. sãoo A e o Q com um teorde
:::::55%. O casodeA é interessanteumavez que,apesardasanálisesTLC indicaremquea sua
fracçãofenólicaérelatívamentehomogénea,i.e.,do tipo poliflavonóide,existeumadiferença
significativaentreos valoresde F.T. (55 %) e de P.A.'s (12-21%). Tal podeserexplicadose
o valor de F.I. estiver sobrestimadoou os valores de P.A.'s estiveremsubestimadosou
ambos.No entanto,tal só pode ser realmenteverificadose se utilizar uma fracçãotanínica
purificadade extractodeAcácia comopadrãonesteensaios,assimcomoparatodosos outros
extractos.
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Os extractosalcalinosdeNaOH apresentamteoresmuitobaixosde P.A.'s, o quesepode
devera reacçõesderearranjocomdestruiçãodoanelfloroglucinólico13,queassimdeixade
reagircoma vanilina.É possíveltambémquetalsedevaà extracçãodemuitoscompostos




Não seconstataqualquercorrelaçãovisívelentreosteoresdeF.T. e qualqueroutravariável,
apesardenogeralseguiremtendênciascrescentes.
É notóriaa divisãodosextractosemtrêsgrupos:10 - A e Q queapresentamsemprevalores
típicossuperiores;2°- N e eH20 comvaloresintermédiose 30 - I, n,m e G comvalores
maisbaixos.Apesarde ocorreremalgumasvariações,emgeral,a ordemde grandezados
teoresobtidosparacadaextractomantém-serelativamenteinalteradaqualquerquesejaa





Origina extractoscom teoresde P.A.'s extremamenter duzidosque obviamentenão
compensamospossíveisbeneficiosobtidospeloaumentodoseurendimento.
Os extractoscomerciaisA e Q são os maisricosem F.T. e P.A.'s. Verifica-sequea
composiçãofenólicadoextractoA pareceserbastantehomogéneaedebaixopesomolecular.
As fracçõesfenólicasdos extractosG e eH20 (Pinheironão alterado)sãorelativamente





justificar),SEC,TLC, FTIR epossivelmenteIUv1N,paraumacaracterizaçãoc mpleta.
Anexo - Parte Experimental
• Reagentes e Materiais - Nos ensaiosdeTLC foramusadasplacasdecelulosemicrocristalínacomsuportedepoliéstere fluorescência
Polygram®CEL 400UV254 daMachcrey-Nagel.fomecidaspelaReagente5.Usou-seferrocianctodepotássiodaAldrich;(+~picatequina.
cinamaldeidoe reagentefenólicoFoJi1l-Ciocalteuda Fluka; Ácido Clorídrico37 %. p.a. ISO. Reag. Ph. Eur. da RiedeJ-de-Haen;(+)-
catequinahidratada.ácidogálico,vanilinadaSigma.fornecidospelaSigma-Aldrlch;e l-butanolp.a.ACS, ISO, ácidosulfiírico95·97% p.a~
carbonatodecálciop.a.,c1oretode ferro(1Il)p.a.,ácidoacéticoglacial100%. p.a.ACS, ISO daMerck e MetanolpurodaPronalab,estes
doisúltimosfornecidospelaReagente5.
• EaulDamento - Para a análiseelementarutilizou-seum aparelho- EA 1108CHNS-O FISONS INSTRUMENiS. Usou-seum
espcctrofot6metroUV-Vis JascoV-530nosensaioscolorimétricos.
• Proc:edlmentos Exoerlmentais -\EXtracçõesAlcalinasAquosa.sl·Foi extraídoI kgdecasca(baseseca)paracadacondiçãocom5 I de
licor. O resíduosólido foi separadoda solução-extractopor centrifugação.O resíduosólidosedimentadofoi lavadocomáguaquentee
centrifugadodenovo.3 vezes,e aságuasdelavagemforamadicionadasà solução-extractooriginal.As condiçõesdeatomi2l!çãof ramuma
temperaturado ar à entradade200°ee umatemperaturaà saidade90- 95°e;1ITfl: O procedimentoaplicadoparao desenvolvimentode
TLC dos padrõesfoi semelhanteao dos extractos.As soluçõesde amostraforampreparadasde formaa queos limitesdedetecçãodos
reagentecromogénicosejamultrapassados;no casodosextractosfoi necessáriolevaremcontaos teoresemF.T. e P.A.'s decadaumdeles
estimadospelosmétodoscolorimétncos.Devidoà espessuramuitoreduzidadasplacasfoi necessárioaplicarquantidadesmuitobaixasde
amostranaplaca.deformaa quea manchainicial nãoseespalhedemasiado.o queiria comprometera separaçãodosvárioscomponentes.
Foi aplicado I ~ de amostrana posição inicial. 5 vezes,sendoa placasecaentrecadaaplicação.até se atingirum totalde 5 ~.
Posteriormenteas placasforamintroduzidasnumreservatóriofechadocoma atmosferasaturada.e sujeitasa eluiçãoascendentedosdois
sistemadesolventesescolhidos:10BAW; 2' AcOH aquoso;emdirecçõesperpendiculares.As placasforamsecasemestufa(50-600c) entre
aseluiçõese no final.Em seguidaforamsujeitasà aplicaçãodeumrevelador,sendoasmanchasdetectadas.assinaladaseosrespectivosRrs
registados.Parao ensaiocomamónia.asplacasforamexpostasa vaporesdeumasoluçãodehidróxidodeamóniaa 30%. As manchasão




~sí~eísmesmosemrecursoa luz UV. O reagenteCloretodeFerrolllIFerrocianetode.Potássiofoi preparadoat~vésdaju~çãodevolumes
IguaISdesoluçõesaquosasI % deFeCh e0.6% deKJfe(CN). e foi utilizadode ImedIato.O reagentecmamaldeldolHCIfOIpreparadocom
5 ml decinamaldeído,95 ml deetanole 5 ml deÁcido clorídricoconcentrado.Depoisdeaplicadosobrea placa,estafoi aquecidaa 65"C
durante3-10minutos'.O ensaioda Vanilina/flCI foi realizadocomumasolu ão fresca10 devanilinaem 100ml deHCI 37%. Após a
pulverização,as placasforamaquecidasaté 120"C de 5-10min'; étodosdeAnálise ímic· O métododeFo/in-Cioca/teuusadofoi
desenvolvidoporSing/eton& Rossi'·.A reacçãodaamostracomo reagentedeFo/in-Cioca/reufoi efectuada uma temperaturade50"C,
durante5 min e sobagitaçlomagnética.Adicionou-sea 0.50ml deamostra,2.50ml dereagenteFolin-Cioca/teu.(diluído 10vezes),após3
min adicionou-se2.00 mI de carbonatode sódio de concentr.lção75 gll. Ao fim dos 5 min de reacçãodeixou-sea soluçãoatingira
temperaturambiente,colocandoo tubodeensaioprimeiro,numbanhodeáguafriadurante5 min e depoisà temperaturambientedurante
15minoApós estetempofoi medidaa absorvància.paracomprimentodeondade 760nm. contr.lum brancoconstituJdopor reagentede
Folin-Ciocollelle çarbonatodesódio.O métododaVanilina.lH2SO•ébaseadonopropostoporSwaín& HillislS, apesardeo mesmométodo
ser agoratambémrealizadocom as amostnIssolubilizadasem meta/lol.Colocou-seI ml de soluçãode amostr.lnum tubode ensaioe
adicionou-se2 mI de reagentevanilina(lgllOOmI H250.).EstamistUrafoi colocadanumbanhodeáguaá temperaturambientedurante15
min aofim dosquaisse leua absorvãnciaparaumcomprimentodeondade500nmcontraumbrancoconstituídoporácidosulfúricoeágua.
A absorvinciado reagentevanilinaeáguanasmesmasproporçõesqueamisturareaccionalfoi medidatambémcontrao mesmobranco.Este
valOtfoi subtraídoao obtidoparaa misturareacciooal.O métodoVanilinalHCIemmetanolé baseadonaVllriantemelhoradapropostapor
fJroaáJrunl & Jones',cujoprocedimentoé o seguinte:juntaram-se0.5ml desoluçãodeamostra(emáguaoumelaDo\)a3 mldereagentede
vanilina(4 % (w/v}devanilinaemmetanol)e a 1.5ml deHCI concentrado.A reacçãodecorreudurante15minonumbanhoà temperatura
ambientee comos tubosprotegidoscompapeldealumíníodoefeitoda luz.A absorvãnciadamisturareaccionalfoi medidaa À ~ 500nm
contr.lumbrancode umaamostradeágua.Os ensaiosdo métodoVanilinaJHCIemácidoacéticoglacial foramrealizadosexactamenteda
mesmafOtmado que os anteriOteS,apenascom a alteraçãodo solventemetanolpor ácidoacéticoglaciale da absorvânciapassara ser
medidaa 510nm'. Como algumasamostrasnãosesolubilizamemácidoacético,optou-sepor realizarensaiosemquesio dissolvidasnum
mínimodeáguaou metanole posteriormentediluídasemácidoacéticoglaCIal,numapropatçãofixadaem I :99.Todososensaiosquímicos
de análisede drõesou amostrasforamrealizadosem duplicado.sendoconsideradoo valor médio,no casode ensaiosconcordantes;
ná/iseE/ementa. Umapartedaamostrafoi moídanumalmofarizdeágataaléseobterumpóhomogéneo.Posteriormente,foi secanuma
estufadevácuonapresençadepent6xidodefósforo.Pesou-se2 a 3 mgdeamostrasecaecolocou-sedentrodecápsulasdeestanhoàqualse
adicionoutambémpentóxidodevanádio.A cápsulafoi fechadae pressionadapararemoçãodoar no interiordamesma.O padrãocomum
teorde 5 de7.44% foi preparadode modoidêntico,tendosidoutilizadosparacalibraro aparelho.Utilizou-seumacoluna5 (apenaspara
quantificaçãodeenxofre).
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